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(54) Title: THERAPEUTIC AGENT COMPRISING A BOTULINUM NEUROTOXIN 



^] (54) Bezeicbnung: THERAPEUTQCUM MIT EINEM BOTULINUM-NEUROTOXIN 

S (57) Abstract: The invention relates to a pharmaceutical preparation containing one of the botulinum neurotoxins of Clostridium 
r-» botulinum of types A, B, C, D, E, F or G or a mixture of two or more of these neurotoxins. The inventive preparation is characterized 
^ in that the neurotoxin or the mixture of neurotoxins does not contain the completing proteins which, together with the neurotoxins, 
naturally form the botulinum neurotoxin complexes. 

(57) Zusammenfassung: Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eines der Botulinum-Neurotoxine von Clostridium botulinum 
Q der TVpen A, B, C, D, E, F oder G oder ein Gemisch von zwei oder mehr dieser Neurotoxine, dadurch gekennzeichnet, dass das 
^ Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine frei ist von den komplexierenden Proteinen, die naturlicherweise zusammen mit den 
^* Neurotoxinen die Botulinum-Neurotoxin-Komplexe bilden. 



# 
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Therapeutikum mit einem Botulinum-Neurotoxin 

Die vorliegende Erfindung betrifft pharmazeutische Zubereitungen, die ein Botulinum- 
Neurotoxin von Clostridium botulinum enthalten, wobei das Neurotoxin frei ist von den 

10 komplexierenden Proteinen, die natiirlicherweise in dem Komplex vorliegen. Die unmittelbare 
Folge davon ist die der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende Erkenntnis, dass das freie 
Neurotoxin im Gegensatz zum Komplex im Patienten zu keiner oder nur zu einer deutlich 
verminderten Induktion neutralisierender Antikoiper fiihrt. Die vorliegende Erfindung betrifft 
weiterhin die Verwendung von Botulinum-Neurotoxinen von Clostridium botulinum zur 

15 Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Erkrankungen des Nervensystems. Ein 
anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der Botulinum-Neurotoxine 
von Clostridium botulinum fiir die kosmetische Behandlung. 

Clostridium botulinum Toxinkomplex Typ A (M r 900.000) wird seit mehreren Jahren zur 
20 Therapie verschiedener Dystonien eingesetzt. Derzeit sind zwei verschiedene, diesen Komplex 
enthaltende Praparate fur die Behandlung des Blepharospasmus, hamifacialer Spasmen und des 
Torticollis spasmodicus zugelassen: BOTOX® und DYSPORT®. Die Therapie weiterer 
Erkrankungen des Nervensystems (z. B. Spastizitaten, Migrane, Lumbalgie, Cervicalsyndrom, 
Hypersalivation) wird derzeit klinisch gepriift. Die Praparate werden aufierdem bei kosmetischen 
25 Indikationen wie Hyperhidrose und ausgepragter Faltenbildung eingesetzt. Auch die ubrigen 
Clostridium botulinum Toxinkomplexe (der Typen B, C, D, E, F, G) eignen sich fiir diese 
Therapien. Allerdings gibt es derzeit noch kein zugelassenes Produkt auf dem Markt, das 
Einsender Toxine vom Typ B-G enthSlt. 

30 Botulinumtoxin-Komplexe setzen sich aus einem Gemisch clostridieller Proteine zusammen. 
Dies sind Hamagglutinine mit unterschiedlichen Molekularmassen, ein nicht-toxisches nicht- 
hamagglutinierendes Protein (M r ca. 120.000) und ein Neurotoxin (M r ca. 150.000). Sie bilden 
einen saurestabilen Komplex, der fiir die orale Toxizitat bei Lebensmittelintoxikationen 
verantwortlich ist. Im Gegensatz zum reinen Neurotoxin widersteht der Komplex dem agressiven 
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Milieu im Magen-Darm-Trakt und ermoglicht die enterale Resorption des Neurotoxins, welches 
tiber den Blutkreislauf oder das Lymphsystem die Zielzellen erreicht und dort eine Blockade der 
Transmitterfreisetzung auslost. Daraufhin kommt es zur Paralyse der quergestreiften und glatten 
Muskulatur und zum Versiegen verschiedener vegetativer Funktionen. Vergiftete Patienten 
5 sterben an einer Insuffizienz der respiratorischen Muskulatur. Da das reine Neurotoxin im 
Magen-Darm-Trakt abgebaut und somit nicht enteral resorbiert wird, ist es nach einer Ingestion 
nicht giftig. Parenteral appliziert unterscheiden sich die therapeutischen Wirkungen des 
Neurotoxins und des Komplexes nicht denn der Komplex zerfallt im Gewebe in seine 
Bestandteile, und nur das Neurotoxin wird in die Zielzellen aufgenommen. 



Zur therapeutischen Anwendung wird der Komplex nach dem heutigen Stand der Technik direkt 
in dystone oder spastische Muskel injiziert, wo das Neurotoxin bei physiologischem pH aus dem 
Komplex freigesetzt wird und die erwunschte pharmakologische Wirkung hervorruft. Obwohl 
der Komplex nur in auBerst geringen Dosen appliziert wird (1-25 ng, je nach Indikation und 

15 GroBe des betroffenen Muskels), kommt es nach wiederholten Injektionen bei einer 
betrachtlichen Anzahl der Patienten zur Bildung von spezifischen, neutralisierenden 
AntikSrpern, die auch gegen das Neurotoxin gerichtet sind. Unmittelbare Folge ist, dass 
AntikSrper-positive Patienten auf den Komplex nicht mehr ansprechen. Sie konnten aber mit 
anderen Toxintypen behandelt werden, von denen allerdings keiner zur Therapie zugelassen ist. 

20 Wenn der Patient alle Toxin-Typen durchprobiert und Antikorper gegen sie gebildet hat, ist die 
weitere Applikation eines Botulinumtoxin-Komplexes (egal welchen Typs) nicht mehr hilfreich. 
Dabei ist zu beriicksichtigen, dass jede Gabe des Komplexes zu einer Erhohung des Antikorper- 
Titers beitragt bis zu dem Punkt, an dem eine weitere Applikation des Komplexes keinen Sinn 
mehr macht, weil kein Effekt mehr erzielt wird. Bis der Antikdrper-Titer nennenswert gesunken 

25 ist, vergehen oft Jahre, so dass diese Patienten tiber lange Zeitraume nicht (mit Botulinum- 
Neurotoxin) behandelt werden (konnen). 

Die Bildung von spezifischen Antikorpern wird durch zwei Faktoren begiinstigt. Zum einen 
bleibt das Neurotoxin, fixiert im Komplex, tiber einen langeren Zeitraum im Gewebe liegen und 
30 kann ins Gewebe wandernde Immunzellen zur Antikorperbildung aktivieren. Die lange 
Verweildauer fuhrt jedoch zu keiner gesteigerten Aufhahme in die Zielzellen, denn vergiftete 
Zielzellen konnen kein Toxin mehr aufhehmen. Das langsam aus dem Komplex 
herausdissoziierende Neurotoxin ist also nur noch immunologisch wirksam. Zum anderen 
verstarken die im Komplex enthaltenen Proteine eine Immunantwort. Hamagglutinine sind 
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Lektine, also Proteine, die sich durch eine hohe Affinitat zu bestimmten Zuckem auszeichnen. 
Aufgrund ihrer Bindung an Zuckerstrukturen wirken Lektine immunstimulierend. So konnte 
gezeigt werden, dafi die Lektine Concanavalin A, Phytohamagglutinin und Pokeweed Mitogen 
die T- und B-Lymphozyten aktivieren. Die Hamagglutinine der Botulinumtoxin-Komplexe, die 
5 ebenfalls an membranstandige Zucker binden, konnen also in ahnlicher Weise als 
Immunadjuvanzien fungieren und zur Antikdrperbildung und damit zum Therapieversagen 
beitragen. 

Deswegen stellte sich fur die Erfinder der vorliegenden Erfindung die Aufgabe, einen 
10 alternativen Behandlungsweg fur oben genannte Erkrankungen und Storungen zu entwickeln. 
Lusbesondere wollten die Erfinder einen geeigneten Wirkstoff vorschlagen, mit dem Patienten, 
die bereits neutralisierende Antikorper gebildet haben, therapiert werden konnen. 

Als Losung der oben gestellten Aufgabe, als Alternative zu den beiden kommerziellen 

15 Praparaten aus Botalinumtoxin-Komplex des Typs A, BOTOX® und DYSPORT® und auch als 
Alternative zu den im Stand der Technik beschriebenen Komplexen der tibrigen Typen (B, C, D, 
E, F, G), wurde ein neues Arzneimittel entwickelt, welches nur reines Neurotoxin (Typ A bzw. 
B, C, D, E, F, G) enthalt und frei von Hamagglutininen und anderen kdrperfremden Proteinen ist. 
Wegen seiner geringeren Molekularmasse diffundiert es schneller zu den Zielzellen, in die es 

20 aufgenommen wird, bevor Immunzellen, von Hamagglutininen angelockt, aktiviert werden. In 
Antigenitatsstudien fanden wir, daB das reine Neurotoxin aller Typen - im Unterschied zu 
kommerziellen Praparaten des Typs A und den Komplexen der Typen B bis G keine oder 
allenfalls eine sehr geringe Bildung von Antikorpern auslost. Bei therapeutischem Einsatz dieser 
neu entwickelten Arzneimittel (reines Neurotoxin der Typen A, B, C, D, E, F, G) kommt es auch 

25 nach wiederholten Applikationen zu keinem AntikSrper-bedingten Therapieversagen. Femer 
konnte gezeigt werden, daB sich die reinen Neurotoxine wegen ihrer sofortigen Bioverfiigbarkeit 
auch weiterhin zur Therapie von Patienten eignen, die nach Applikation eines Botulinumtoxin- 
Komplexes, z.B. nach Behandlung mit BOTOX® oder DYSPORT®, einen Antikoipertiter gegen 
den entsprechenden Typ entwickelt haben (sog. secondary non-responders), also einer weiteren 

30 Behandlung mit BOTOX® oder DYSPORT® nicht mehr zuganglich sind, da die Verabreichung 
der kommerziellen Toxine keine Linderung der Beschwerden mehr bringt. 



Das erfindungsgemaB bereitgestellte Arzneimittel eignet sich als Therapeutikum besonders bei 
Patienten, die einen Antikorper-Titer gegen ein Botulinum-Toxin, insbesondere gegen das des 
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Typs A, aufweisen. Besonders geeignet ist das erfindungsgemaBe Phaimazeutikum (reines 
Neurotoxin oder Gemisch von mehreren reinen Neurotoxinen) bei solchen Patienten, die einen 
Antikoiper-Titer von nicht groBer als 50, bevorzugt nicht groBer als 30, mehr bevorzugt nicht 
groBer als 20, besonders bevorzugt nicht mehr als 10, und ganz besonders bevorzugt nicht mehr 
5 als 5 mU/ml aufweisen. Dabei ist 1 mU Antikorper diejenige Menge an Antikorper, die 10 U 
Toxin neutralisiert. 

Andererseits kann das erfindungsgemaBe Arzneimittel besonders vorteilhafterweise bei solchen 
Personen eingesetzt werden, die noch nie zuvor, oder schon lange Jahre nicht mehr, nut 

10 Botulinum-Neurotoxin behandelt worden sind, da deren Antikorper-Titer von Anfang an niedrig 
oder gleich Null ist. Das Vorteilhafte an der vorliegenden Erfindung besteht dann darin, dass der 
Titer dieser Patienten durch die Behandlung mit dem reinen Toxin gemaB der vorliegenden 
Erfindung nicht, oder allenfalls sehr unwesentlich, erhoht wird. Mit anderen Worten, das 
erfindungsgemaBe Therapeutikum kann iiber lange Zeitraume verabreicht werden, ohne dass es 

15 seine Wirkung einbuBt 

Die Induktion von AntikSrpem bei der Therapie mit einem C. botulinum Toxin wird also 
dadurch verhindert, dass statt der hochmolekularen toxischen Komplexe ein reines Neurotoxin 
appliziert wird. Das von den Komplexproteinen vollstandig getrennte Neurotoxin ist sofort 
20 bioverfiigbar und kann unmittelbar an die Nervenendigungen der motorischen Endplatten 
binden. 

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betriffi somit eine pharmazeutische Zubereitung, die 
wenigstens eines der Botulinum-Neurotoxine von Clostridium botulinum der Typen A, B, C, D, 
25 E, F oder G (oder ein Gemisch von zwei oder mehr dieser Neurotoxine) enthalt, wobei alle 
Neurotoxine frei sind von den komplexierenden Proteinen, die naturlicherweise in dem Komplex 
vorliegen. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich um eine pharmazeutische 
30 Zubereitung, die dadurch gekennzeichnet ist, dass das Neurotoxin bzw. das Gemisch der 
Neurotoxine im Patienten zu keiner oder, im Vergleich zu den Komplexen, nur zu einer 
verminderten Induktion neutralisierender Antikorper fiihrt. 
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Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform sieht eine pharmazeutische Zubereitung vor, die als 
Neurotoxin bzw. als Gemisch der Neurotoxine ein natiirliches Neurotoxin bzw. ein Gemisch 
natiirlicher Neurotoxine enthalt. 

5 Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform sieht eine pharmazeutische Zubereitung vor, die als 
Neurotoxin bzw. als Gemisch der Neurotoxine ein rekombinantes Neurotoxin bzw. ein Gemisch 
rekombinanter Neurotoxine enthalt. 

Eine weiterhin bevorzugte Ausfiihrungsform der erfindungsgemaBen pharmazeutischen 
10 Zubereitung sieht eine Zubereitung vor, die als Neurotoxin das Neurotoxin von Clostridium 
botulinum Typ A oder B bzw. als Gemisch der Neurotoxine ein Gemisch der Neurotoxine von 
Clostridium botulinum Typ A und B aufweist. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf die Verwendung der 
15 Botulinum-Neurotoxine von Clostridium botulinum der Typen A, B, C, D, E, F oder G oder 
eines Gemisches von zwei oder mehr dieser Neurotoxine zur Herstellung eines Medikaments zur 
Behandlung von Erkrankungen des Nervensystems bzw. von Dystonien. Bei den Erkrankungen 
des Nervensystems bzw. den Dystonien handelt es sich gemaB einer bevorzugten 
Ausfiihrungsform um Torticollis spasmodicus und Blepharospasmus, urn Spastizitaten wie 
20 SpitzfuB, hamifasciale Spasmen, Migrane, Lumbalgie, Cervicalsyndrom oder Hypersalivation. 

Wiederum ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der 
Botulinum-Neurotoxine von Clostridium botulinum der Typen A, B, C, D, E, F oder G oder 
eines Gemisches von zwei oder mehr dieser Neurotoxine fur die kosmetische Behandlung, wobei 
25 eine kosmetische Behandlung zur Behandlung von Hyperhidrose und Faltenbildung, 
insbesondere im Gesichtsbereich, besonders bevorzugt ist. 

Ganz besonders bevorzugt im Sinne der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines der 
Neurotoxine allein oder im Gemisch zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung der 
30 oben genannten Nervenerkrankungen bei solchen Personen (vorzugsweise Mensch, aber auch 
Tier), die bereits neutralisierende Antikorper gegen einen Botalinum-Neurotoxin-Komplex, 
insbesondere gegen den Komplex von Clostridium botulinum Typ A oder B, oder gegen mehrere 
Komplexe, insbesondere gegen die Komplexe von Clostridium botulinum Typ A und B, 
aufweisen (sogenannte secondary non-responders). 
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Die Neurotoxine, ihre Gemische bzw. die erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zubereitungen 
k6nnen als wassrige Losung, insbesondere als wassrige Injektionslosung, aber auch als 
lyophilisierte Produkte vorliegen. 



Die an sich bekannten reinen Neurotoxine der Typen A-G wurden hergestellt nach den 
Protokollen, die in den in der Literaturliste aufgefuhrten Veroffentlichungen enthalten sind. 
Beispielhaft ist die Aufreinigung von zwei Neurotoxinen (Typ A und B) in den nachfolgenden 
Beispielen beschrieben. 



Beispiel 1: Isolierung des reinen Neurotoxins 

Das reine Neurotoxin aus Clostridium botulinum Typ A wird nach einem Verfahren gewonnen, 
das sich an das Verfahren von DasGupta & Sathyamoorthy anlehnt Clostridium botulinum Typ 
15 A wird in einem 20-1-Fermenter in einem Medium kultiviert, das aus 2% Proteose Peptone, 1% 
Yeast-Extrakt, 1% Glukose und 0.05% Natriumthioglycolat besteht. Nach 72 Stunden Wachstum 
wird das Toxin durch Zugabe von 3N H 2 S0 4 (End-pH = 3.5) gefallt. Die prazipitierte und 
zentrifugierte Biomasse wird mit 0.2 M Natriumphosphatpuffer pH 6.0 extrahiert. 

20 Nach Abtrennung der Nukleinsauren durch Fallung mit Protaminsulfat wird das Toxin durch 
Zugabe von Ammoniumsulfat gefallt. Das solubilisierte und gegen 50 mM Natriumphosphat pH 
6.0 dialysierte Prazipitat wird auf einer DEAE-Sephadex-Saule beim gleichen pH-Wert 
gebunden und mit 150 mM NaCl abgelost. AnschlieBend erfolgt eine Chromatographie iiber eine 
QAE-Sephadex-Ssiule, die mit einem 50 mM Tris/HCl-Puffer pH 7.9 aquilibriert wurde. Das 

25 Toxin wird iiber einen NaCl-Gradienten eluiert. Im letzten Schritt wird das Toxin uber SP- 
Sephadex bei pH 7.0 chromatographiert. Das gebundene Toxin wird dabei mittels eines NaCl- 
Gradienten (0 - 300 mM) von der Saule abgelost. Das gereinigte Toxin wird in einer SDS- 
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert und weist eine Reinheit von 95 ± 5 % 
auf. Die biologische Aktivitat wird im Maus LD 5 o-Assay bestimmt: einer LD 5 o-Einheit 

30 entsprechen 4.8 pg Protein. 

Beispiel 2: Herstellung eines Botulinum-Neurotoxin-haltigen Fertigaizneimittels 

Mit dem gereinigten Neurotoxin aus Beispiel 1 wird eine Losung hergestellt, die 200 Maus- 

LD 5 o-Einheiten, 10 mg Saccharose und 2 mg humanes Serumalbumin pro ml enthalt. 0.5 ml der 
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Losung werden in Vials abgefiillt und gefriergetrocknet. Die Lyophilisate werden mit 
physiologischer Kochsalzldsung rekonstituiert und die biologische Aktivitat bestimmt. Die Vials 
enthalten 100 ± 30 LD 5 o-Einheiten. 

5 Beispiel 3: Isolierung von reinem Neurotoxin B 

Clostridium botulinum Typ B wird im gleichen Medium und unter gleichen Bedingungen wie 
Typ A kultiviert und bis zur Ammoniumsulfatfallung aufgearbeitet. AnschlieBend erfolgt 
wiederum eine DEAE-Sephadex-Chromatographie bei pH 6.0. Die mit 150 mM NaCl von der 
Saule ehiierten Fraktionen werden vereinigt und gegen Natriiimphosphat pH 7.0 dialysiert, 

10 woran sich eine Chromatographic uber QAE-Sephadex anschlieBt. Die toxinhaltigen Fraktionen 
werden weiter uber eine DEAE-Sephadex-Chromatographie bei pH 8.5 (50 mM Tris/HCl pH 
8.5) chromatographiert. 

SchlieBlich erMlt man das hochreine Botulinumtoxin Typ B uber eine Chromatographic an 
15 Hydroxylapatit aquilibriert mit 10 mM Na-Phosphat pH 8.0. Das gebundene homogene Toxin 
wird mit 80 mM Na-Phosphat pH 8.0 eluiert und anschlieBend die biologische Aktivitat im 
LDso-Assay bestimmt (2 - 4 x 10 7 LD 5 6-Einheiten/mg Protein). 

Beispiel 4: Nachweis von Antikorpem 
20 20 Kaninchen wurden 25 U BOTOX® tiber einen Zeitraum von 12 Wochen im Abstand von 14 
Tagen (5 Injektionen) intracutan injiziert. Nach 3 Wochen und dann im Abstand von 14 Tagen 
wurde Serum gewonnen. 

Antikorper gegen Clostridium botulinum Neurotoxin A wurden mit einem Enzymirnmunoassay 
25 nachgewiesen, indem das homogene Neurotoxin auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert war. An 
das Neurotoxin bindende Antikorper wurden mittels eines zweiten, enzymmarkierten 
Antikorpers quantifiziert. 

Das Ergebnis ist in Tabelle 1 dargestellt. Bereits 5 Wochen nach der ersten Applikation konnten 
30 bei 5 Kaninchen Antikorper nachgewiesen werden. Nach 11 Wochen enthielten Seren von 17 
Kaninchen, also 85% der eingesetzten Tiere, Antikdrper gegen das Neurotoxin Im biologischen 
Aktivitatstest wurde gezeigt, daB 12 der 17 Seren neutralisierende Antikorper enthielten (Tabelle 
2). 



WO 00/74703 PCT/DEOO/01777 



Tab. 1 Bestimmung von Serumproben (1:100 verdiinnt) aus Kaninchen, die mit 

BOTOX® behandelt wurden mit einem Enzym-Imrnunoassay. OD 4 90nm>0.1 sind 
angegeben. Alle OD-Werte sind korrigiert mit den OD-Werten der 
5 Praimmunseren (OD ca. 0, 1 50). 



Kaninchen 
Nr. 


3. Woche 


5. Woche 


7. Woche 


9. Woche 


11. Woche 


1 


- 


- 


- 


0,11 


0,36 


2 


- 


- 


- 


2,36 


2,23 


3 


- 


- 


0,57 


1,43 


1,44 


4 


- 


- 


0,68 


1,68 


0,93 


5 


- 


0,97 


3,52 


3,49 


3,44 


6 


- 


- 


1,34 


2,32 


2,70 


7 


- 


- 


2,13 


3,09 


3,00 


8* 


- 


0,53 


1,47 


2,75 . 


2,75 


9 






0,43 


2,44 


2,85 


10 






2,99 


3,15 


2,73 


11 




0,10 


2,42 


2,45 


1,93 


12 








1,13 


1,95 


13 










1,89 


14 












15 












16 












17 




2,93 


3,62 


3,72 


3,44 


18 






1,18 


2,28 


2,62 


19 






0,43 


0,43 


0,81 


20 




1,65 


3,20 


2,97 


2,88 



* Die Werte wurden nicht korrigiert, da kein Praimmunserum vorhanden war 
"-" bedeutet Optische Dichte (OD490) < 0,1 
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Tab. 2 Neutralisation durch Seren von Kaninchen, die mit BOTOX® (W oche 1 1 nach der 

ersten Immunisierung) im Maus-Hemidiaphragma-Assay (Nachweisgrenze: 0,35 
mU/ml Antikdrper) 



Kaninchen 


Neutralisation 




mU/ml 


1 


2,0 


2 


n. d. 


3 


n. d. 


4 


> 10 


5 


>100 


6 


n. d. 


7 


> 10 


8 


> 10 


9 


n. d. 


10 


n. d. 


11 


n.d. 


12 


> 10 


13 


n. d. 


14 


n.d. 


15 


<0,35 


16 


0,4 


17 


> 10 


18 


> 10 


19 


2,0 


20 


> 10 



5 

n. d. = nicht bestimmt 
Beispiel 5: Antigenitatsstest mit Marktprodukt und reinem Neurotoxin 

Nachdem gezeigt wurde, daB der Komplex aus Neurotoxin und Hamagglutininen und dem nicht- 
10 toxischen, nicht-hamagglutinierenden Protein die Bildung neutralisierender Antikorper ausltfst, 
wurde die immunogene Wirkung des reinen Neurotoxins (Typ A) gepriift. Dazu wurden 8 
Kaninchen mit dem Toxinkomplex und 12 Kaninchen mit dem reinen Toxin behandelt. Nach 
dem oben beschriebenen Verfahren (siehe Beispiel 1) wurden 25 U des jeweiligen Praparates 
intracutan appliziert. Die Menge an Neurotoxin, gemessen als Gewicht, war in beiden Praparaten 
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gleich (200 pg/Dosis), wie in einem ELISA nachgewiesen wurde. BOTOX® enthielt zusatzlich 
noch Komplexproteine (ca. 800 pg/Dosis). 

Vier der acht mit BOTOX® behandelten Tiere zeigten im ELISA einen Antikorpertiter, wahrend 
5 bei den 12 mit reinem Neurotoxin behandelten Tieren keine Antikorper gegen das reine 
Neurotoxin nachzuweisen waren. Das Ergebnis wurde im biologischen Aktivitatstest bestatigt. 
Alle vier Kaninchenseren enthielten neutralisierende Antikorpertiter, die eine Toxinwiikung 
verhinderten (Tabelle 3). 

10 

Tab. 3 Neutralisation durch Seren (1 :3 verdiinnt) von Kaninchen, die mit BOTOX® 

(Woche 1 1 nach der ersten Immunisierung) im Maus-Hemidiaphragma-Assay 
(Nachweisgrenze: 1 mU/ml Antikorper) 



Kaninchen 


Neutralisation 




mU/ml 


1 


12 mU 


2 


>30mU 


3 


4.5 mU 


8 


>30mU 



Beispiel 6: (Vergleichsbeispiel) 

In diesem Experiment wurde die AntikSiperbildung durch BOTOX® mit der durch DYSPORT ® 
verglichen. Hierzu wurden jeweils zehn Kaninchen entweder mit BOTOX® (Gruppe 1), mit 
20 DYSPORT ® (Gruppe 2) oder mit dem reinen Neurotoxin (Gruppe 3) nach beschriebenem 
Schema behandelt. 

Wahrend in Gruppe 1 und 2 mehr als 50% der Tiere einen neutralisierenden AntikSrpertiter 
bildeten, waren die Seren aus den Tieren der Gruppe 3 frei von Antikorpern. 

25 

Beispiel 7: Klinischer Test 

Ein Patient (Alter 45 Jahre), der tiber einen Zeitraum von 5 Jahren wegen eines Torticollis 
spasmodicus mit BOTOX® behandelt wurde, hatte eine Antikdipertiter von 3 mU/ml Serum 
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entwickelt. Weder BOTOX® noch DYSPORT® waren bei diesem Patienten therapeutisch 
wirksam. Ein Therapieversuch mit dem reinen Botulinum-Neurotoxin in einer Dosis von 145 U, 
welche Equivalent der zuletzt injizierten Dosis von BOTOX® war, fuhrte innerhalb von 72 
Stunden zur Lockerung des Muskels, zur Normalisierung der Kopfhaltung und zum 
5 Verschwinden des Muskelschmerzes. Unerwunschte Wirkungen traten nicht auf. 

Beispiel 8: Klinischer Test 

Ein Patient (Alter 52 Jahre) wurde 3 Jahre wegen Cerebralparesee mit BOTOX® behandelt. Er 
hatte einen Antikorpertiter von 1 mU/ml Serum entwickelt, die Therapie muBte deshalb 
10 abgebrochen werden. Die Injektion von 200 U reinen Neurotoxins ermoglichte eine erfolgreiche 
Therapie. 
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botulinum Type G Progenitor Toxin; Zbl Bakt. Hyg. A 268, p. 220 - 227 

Terajima, J., Syuto, B., Ochanda, J. O. & Kubo, S. (1985), Purification and Characterization of 
Neurotoxin Produced by Clostridium botulinum Type C 6813; Infection and Immunity 48 (2), p. 
25 312-317 
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Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eines der Botulinum-Neurotoxine von 
Clostridium botulinum der Typen A, B, C, D, E, F oder G oder ein Gemisch von zwei 
oder mehr dieser Neurotoxine, dadurch gekennzeichnet, dass das Neurotoxin bzw. das 
Gemisch der Neurotoxine frei ist von den komplexierenden Proteinen, die 
nattirlicherweise zusammen mit den Neurotoxinen die Botulinum-Neurotoxin-Komplexe 
bilden. 

Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine im Patienten zu keiner oder, im Vergleich 
zu den Komplexen, nur zu einer verminderten Induktion neutralisierender Antikfirper 
fiihrt. 

Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine ein natiirliches Neurotoxin bzw. ein 
Gemisch natiirlicher Neurotoxine ist oder enthalt. 

Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine ein rekombinantes Neurotoxin bzw. ein 
Gemisch rekombinanter Neurotoxine ist oder enthalt. 

Pharmazeutische Zubereitung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Neurotoxin das Neurotoxin von Clostridium botulinum Typ A 
oder B bzw. das Gemisch der Neurotoxine ein Gemisch der Neurotoxine von Clostridium 
botulinum Typ A und B ist oder enthalt. 



6. 



Verwendung der Botulinum-Neurotoxine von Clostridium botulinum der Typen A, B, C, 
D, E, F oder G oder eines Gemisches von zwei oder mehr dieser Neurotoxine zur 
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Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Erkrankungen des Nervensystems 
bzw. Dystonien. 

Venvendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den 
Erkrankungen des Nervensystem bzw. den Dystonien urn Torticollis spasmodicus und 
Blepharospasms, Spastizitaten wie SpitzfuB, hamifasciale Spasmen, Migrane, 
Lumbalgie, Cervicalsyndrom oder Hypersalivation handelt. 

Verwendung der Botulinum-Neurotoxine von Clostridium botulinum der Typen A, B, C, 
D, E, F oder G oder eines Gemisches von zwei oder mehr dieser Neurotoxine fur die 
kosmetische Behandlung. 

Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die kosmetische 
Behandlung zur Behandlung von Hyperhidrose und Faltenbildung, insbesondere im 
Gesichtsbereich, erfolgt. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die mit 
dem Neurotoxin von Clostridium botulinum bzw. dem Gemisch der Neurotoxine zu 
behandelnde Person ein Mensch oder Tier ist, der/das bereits neutralisierende Antikorper 
gegen einen Botulinum-Neurotoxin-Komplex, insbesondere gegen den Komplex von 
Clostridium botulinum Typ A oder B, oder gegen mehrere Komplexe, insbesondere 
gegen die Komplexe von Clostridium botulinum Typ A und B, aufweist. 
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Pharmazeutische Zubereiiung. emhaltend eines der Botulinum-Neurotoxine von 
Clostridium botulimtm der Typen A. B. C. D ? E. F oder G oder ein Gemisch von zwei 
oder mehr dieser Neurotoxins dadurch gekennzeichnet, dass das Neurotoxin bzw. das 
Gemisch der Xeurotoxine frei ist von den korriplexierenden Proteinen. die 
naturlicherweise zusammen mil den Neurotoxinen die Botulinum-Neurotoxin-Komplexe 
bilden. 

Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass das 
Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine im Patienten zu keiner oder. im Vergieich 
zu den Komplexen. nur zu einer verminderten Induktion neutralisierender Antikorper 
fuhrt. 

Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. dass das 
Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine ein natiirliches Neurotoxin bzw. ein 
Gemisch naturlicher Neurotoxine ist oder enthalt. 

Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. dass das 
Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine ein rekombinantes Neurotoxin bzw. ein 
Gemisch rekombinanter Neurotoxine ist oder enthalt. 

Pharmazeutische Zubereitung nach einem der vorhergehenden Ansprtiche. dadurch 
gekennzeichnet. dass das Neurotoxin das Neurotoxin von Clostridium botulimtm Typ A 
oder B bzw. das Gemisch der Neurotoxine ein Gemisch der Neurotoxine von Clostridium 
botulimtm Typ A und B ist oder enthalt. 

Verwendung der Botulinum-Neurotoxine von Clostridium botulimtm der Typen A. B. C. 
D. E. F oder G oder eines Gemisches von zwei oder mehr dieser Neurotoxine. wobei das 
Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine frei ist von den komplexierenden 
Proteinen. die naturlicherweise zusammen mit den Neurotoxinen die Botulinum- 
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Neurotoxin-Komplexe bilden. zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von 
Erkrankungen des Nervensystems bz\v. Dystonien. 

Verwendung nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet. dass es sich bei den 
Erkrankungen des Nervensystem bzw. den Dystonien um Torticollis spasmodicus und 
Blepharospasm^ Spastizitaten wie SpitzfuG, hamifasciale Spasmen. Migrane. 
Lumbalgie, Cervicalsyndrom oder Hypersalivation handelt. 

Verwendung der Botulinum-Neurotoxine von Clostridium botulinum der Typen A. B. C, 
D. E, F oder G oder eines Gemisches von zwei oder mehr dieser Neurotoxine. wobei das 
Neurotoxin bzw. das Gemisch der Neurotoxine frei ist von. den komplexierenden 
Proteinen, die natiirlicherweise zusammen mit den Neurotoxinen die Botulinum- 
Neurotoxin-Komplexe bilden. fur die Herstellung eines Mittels fur die kosmetische 
Behandlung. 

Verwendung nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. dass die kosmetische 
Behandlung zur Behandlung von Hyperhidrose und Faltenbildung. insbesondere im 
Gesichtsbereich, erfolgt. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 6 bis 9. dadurch gekennzeichnet. dass die mit 
dem Neurotoxin von Clostridium botulinum bzw. dem Gemisch der Neurotoxine zu 
behandelnde Person ein Mensch oder Tier ist. der/das bereits neutralisierende Antikorper 
gegen einen Botulinum-Neurotoxin-Komplex. insbesondere gegen den Komplex von 
Clostridium botulinum Typ A oder B. oder gegen mehrere Komplexe. insbesondere 
gegen die Komplexe von Clostridium botulinum Typ A und B. aufvveist. 
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